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研究成果の概要（和文）：目的達成のため、十分な変異数を持つランダム変異ライブラリーの構築を試みた。そ
の過程において、これまで効率的に変異を導入できると考えられていたUV処理やEMS変異などの変異原処理が、
生存率を極めて低くする処理条件においてもそれほど多数の変異が導入されるわけではないことを、大量ゲノム
解析を行うことで確認した（UV変異導入の場合に最大で平均 0.５/ゲノム程度）。この低い変異導入率のままで
も、なんらかのストレスをかけて選択することで、導入される変異数が増加することがわかった。また、１種類
の微生物の1000株を超える大量ゲノム解析から、凍結保存株に潜在的なゲノム多様性が存在することを明らかに
した。

研究成果の概要（英文）：To achieve our purpose, we have attempted to construct a random mutation 
library with a sufficient number of mutations. In the process, we confirmed through mass genome 
analysis that mutagenic treatments such as UV irradiation or EMS mutagen 
treatment, which had been thought to efficiently introduce mutations, did not introduce so many 
mutations even under low survival rate conditions (up to an average of 0.5 mutations/genome in the 
case of UV mutagenesis). Even with this low mutation  rate, it was found that selection under some 
stress condition　like phosphate deficiency increased the number of mutations introduced in the 
genome. In addition, mass genome analysis of more than 1,000 strains of one type of microorganism 
revealed the existence of potential genomic diversity in cryopreserved strains.

研究分野： システム微生物学

キーワード： ゲノム　古細菌　システム解析　遺伝子　ハイスループット　変異　表現型　選択圧

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
学術的には、これまで遺伝子変異導入に使われてきたUV変異による突然変異導入効率を、1000株程度のゲノム解
析を行うことで決定し、高度好塩性好アルカリ性古細菌では、最大でも平均0.5個/ゲノム程度であることを決め
たことと、凍結保存した株においてもかなりのゲノム多様性が存在することを明らかにしたことが、今後の知見
として重要であると考える。社会的には、UVなどの変異原に対する生物の処理方法（完全に修復するか、さもな
くば死ぬ）と修復能力の高さが強調でき、同時に、直接沢山の生物のゲノム解析を行うことでゲノム変異の種類
や程度を調べることができる時代になったことが伝えられる点で意義深いと考えている。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

 2010 年代に入って、NGS（次世代シーケンサー）が普及することにより、様々な生物のゲノム

が大量に読まれる時代が到来した。ゲノム情報が増えれば増えるほど、機能が分かっていない遺

伝子数が増え、ゲノム情報を通して生命を理解する際の大きな課題の１つとして認識されてい

た（それは、今でも変わっていない）。遺伝子機能に注釈をつけるアノテーションは、既存のデ

ータベースに対する相同性に基づき、相同性が見つからない場合は、機能未知とされる。さらに、

相同性検索で見つかる場合でも、上位にヒットした遺伝子の名称をそのまま使用するため、別の

生物での機能表記としては不十分であったり、誤解を招くような表記である場合も多い。これら

の遺伝子機能を個別に知る目的で、逆遺伝学の手法を使った実験が様々なモデル生物を使って

行われた。逆遺伝学は、遺伝子を個別に破壊した株や、過剰発現させた株を作成して、様々な環

境での表現型を観察し、得られた表現型から機能を推定する実験である。しかし、個別の遺伝子

破壊だけでは、特別な表現型を示さない、もしくは表現型が微妙である場合には、他の類似遺伝

子を同時に破壊する複数遺伝子破壊を試みるなど、多大な時間と労力が必要であるが、大腸菌や

酵母などで１遺伝子破壊のライブラリー作成（Baba T. et al. 2006, Mol. System. Biol. 

2:20060008）やGFP融合遺伝子の発現ライブラリー作成(D Q Ding et al., 2000, Gene Cells 5, 

169)などが行われ、多くの研究者が利用できる状況にもなっている。また、遺伝子を効率的に破

壊し、網羅的に解析するトランスポゾンシーケンス（Tn-Seq)という手法も登場（MN Price, et 
al., 2018, Nature 557, 503）し、モデル生物でなくても遺伝子導入できる株なら、選択す

る表現型に対して何らかの相関を持つ遺伝子が選別できるような状況となった。 
 
２．研究の目的 

 本研究は、ランダムに変異導入した株のゲノムを大量に解析することで、変異体ライブラリー

を構築し、それを何らかの表現型で選別することで、その表現型に関係する遺伝子を推定するこ

とを目的とする。わかりやすい、一つの表現型として微生物の行動（走性）に着目し、走性に関

わるすべての ORF を抽出することを最初の目的とした。また、ランダム変異導入株のなかで、特

定の機能変異株の占める割合からどのくらいの遺伝子がその特定の機能システムに関係するの

かを推定できないかも目的の一つとした。順方向遺伝学で、確率的に抽出されにくい遺伝子を十

分にカバーするには、変異体を大量に解析することが必要不可欠である。そのために、ライブラ

リー作成→NGS シーケンス解析→データ解析のプロセスを、ハイスループットで行うと同時に安

価に処理できるワークフローを構築することも目的の一つとした。 

 当初に設定した目的を達成するために”ランダムに変異導入”した株を、UV 照射実験によっ

て作成することを試みたが、想像以上に”変異導入”が難しいことがわかってきた。そこで、前

段階として、変異導入の方法を変えてみること、あるいは、何らかの表現型で変異導入した株を

選択することで、変異導入効率がどの程度あがるかについても調べることとした。 
 
３．研究の方法 

 主な生物材料として、高度好塩性好アルカリ性古細菌 Natronomonas pharaonis JCM8858T 株

（N. pharaonis)を使用し、真核微生物として分裂酵母 Schzosaccharomyces pombe (S. 

pombe)、真正細菌として糸状性藍藻 Leptolybnbya boryana (L. boryana)、海洋性細菌 

Vibrio sp. 138-2(V. 138-2)を用いた。 

 ランダム変異を導入するため UVc 照射実験、変異原 EMS(または MMS)の処理実験、過酸化試薬

H2O2による処理実験を行った。生存したコロニーを 96 穴のディープウエルプレートで培養し、

一部は冷凍保存すると同時にゲノム DNA を抽出してタグメンテーション法によりゲノムライブ

ラリーを構築した。各サンプルは 24X24 種類のインデックスで区別し、300~400 サンプル単位

で混合して外注（１回で 100Gb 程度）し、150bp のペアエンドシーケンスデータを確保した。 

シーケンスデータの解析は自作計算機サーバー（CPU:Intel(R) Xeon(R) CPU E5-2650 v3 @ 

2.30 GHz x2、コア数:10x2、スレッド数:20x2、メモリ:125GiB）で行った。解析は、bash を用

いた自作スクリプトや nextflow（Di Tommaso P et al. 2017）で並列化ワークフローを作成

し、効率的に解析した。  

４．研究成果 



（１）UVC 照射による変異導入 

N. pharaonis に対して UVC 光を照射強度を変化させて、その生存菌体の割合をプロットする

と、生存率が 1/10 になる線量が（τ10)が 1.72mJ/cm2となる指数関数の形で減少した （図１）。

この数値は、先行研究（R. Moeller et al., 2010) で報告されている値 5.23 mJ/cm2の 1/3 程

度であったが、実験条件の違いを考えれば大きな差はな

いと判断した。また、UVC 照射後に１時間の可視光照射を

行うことで、生存曲線は大きく変化し、20 mJ/cm2 までは

緩やかに減少した後、τ10 が 9.08 mJ/cm2 となる指数関

数で減少した(図１）。これは、同じ生存率であっても、光

回復プロセスにおける DNA 修復において変異が入る割合

が大きくなることを期待して行った実験である。 

 UVc の照射

線 量 を 0 

mJ/cm2, 0-3 

mJ/cm2, 3-6 

mJ/cm2, 6-9 

mJ/cm2, 9-12 

mJ/cm2 の５段階に分けて、それぞれ 100~200 株程度

サンプリングし、全ゲノム解析を行って変異箇所を

特定した（図２）。ここでは、研究室株として使用し

た株に予め存在していたと推定される変異（次項参

照）をすべて差し引いた値を使用して解析した。UVC

線量の増加に伴って、導入される変異は増加する傾

向にあったが、最も変異が多かった 6-9 mJ/cm2の線量でも、0.73 個/ゲノムであった。ここで、

UVC 未照射群においても 0.15 個/ゲノムの変異が観察されたため、UVC 照射による正味の変異導

入は、約 0.58 個/ゲノムと見積もられ、UVC 照射法による変異導入は効率が極めて悪いことがわ

かった。また、光回復条件においても 0 mJ/cm2, 10-11 mJ/cm2, 21-22 mJ/cm2, 31-33 mJ/cm2, 

36-38 mJ/cm2 , 47-49 mJ/cm2の 6段階に分けて、ゲノム変異導入数を調べたが、光回復を行わ

なかった場合と比較してさらに少なく、最も多くの変異が導入された 31-33 mJ/cm2 の線量領域

においても、平均 0.1 個/ゲノムであった。これらの結果は、好塩性古細菌ゲノムの修復がかな

り高精度に行われていることを示していて、それは光回復条件で更に精度が上がっていた。酵母

や Vibrio を使用した実験でも、UV生存曲線に差は出たが、ゲノムシーケンスの結果は、UVC 照

射で多くの変異を導入することが期待できないことを示していた。 

 

（２）凍結保存株に予め存在するゲノム多様性 

 N.pharaonis を用いた UVc 照射実験による 908サン

プルの解析から、215 の塩基置換（SNVs）,13 の欠失

（del）, 6 のトランスポゾン挿入 （Tn） 変異が見

つかった。これらの変異のうち 34 SNVs, 7 del, 3 

Tn は複数サンプルに共通していた。Tn挿入はターゲ

ットサイトを選択して生じるので、独立して起こった

イベントが同じサイトになるケースはよくあるが、

UVC により生じるランダム変異が複数株で全く同じ

位置に生じる可能性はほとんど 0と考えられる。ここ

から、複数株で共通する 34 SNVs、6 del が研究室株

中に予め存在した変異と考え、これらの変異を指標に

することで、保存株を 32 のクラスターに分けること

ができた（図３）。32 のクラスターは全部で 538 株か

らなり、 ２つのクラスター（クラスター1と 16)で全

体の 60%を占めていた。10 株以下（2%以下）のクラスターは、21 もあり、凍結保存した微生物

図１ UV 光照射線量に対する生存率

図２ UV 光照射線量に対する変異数変化 

図３ 凍結保存株におけるゲノム多様



試料にはかなりのゲノム多様性が存在することが、500 株以上のゲノム解析を行うことで明らか

になった。 

 

（３）走性変異スクリーニング 

 当初の目的である、表現型選択は、ゲノム変異の多様性構築（当初は 0.1%程度の変異導入を

想定していた）が実現できなかったことから、システムのサイズを見積る実験を本格的に実現す

ることはできなかった。本研究を開始した当初に、まだ変異導入効率がわからなかった段階で、

UV 照射して生存してきた好塩性古細菌に対して、ソフトアガー法による走性実験を試したとこ

ろ、ほぼ半分程度の株が走性を失っていることがわかった（図４）。これは、その後の全ゲノム

解析から、特定のトランスポゾンが CheA 遺伝子に挿入しているイベントと完全に一致すること

が明らかになった。この CheA 遺伝子ノックアウ

トによる走性の喪失は、別の好塩性古細菌で報

告されており（J Rudolph and D. Oesterhelt 

1996, J Mol Biol 258, 548 )、今回の結果は、

同様の結果を好塩性好アルカリ性古細菌で確認

したことになる。同じゲノム背景のまま、何らか

のゲノムの変異を起こさずに可逆的に多様性を

獲得する方法として、このようなトランスポゾ

ン移動による変化があり、これが働くシステム

では、そのサイズを見積もる際にはトランスポ

ゾンを働かなくする（あるいはトランスポゾン

を持たない株を選択する）工夫が必要になるで

あろう。 

 

（４）他の変異原使用と何らかの選択圧によるゲノム選別の必要性 

 UVC 照射以外の変異導入方法として、MMS (あるいは EMS)処理、H2O2による処理などの変異導

入実験を行い、100 株程度のゲノム解析から変異導入効率を調べたが、MMS 処理で 1.0 個/ゲノ

ム, 、H2O2処理で 0.5 個/ゲノム と UVC 処理と似通った数値になった（分散もほぼ同程度なの

で、ポアソン分布と考えられた）。0.1%の変異を実現しようとするなら、3Mbp のゲノムを持つ生

物では、3000 個/ゲノムの値が必要となり、全く新規の変異株作成方法を考案しなければいけな

い。そこで、これまでに知られている手法でランダム変異導入ライブラリーを作成し、表現型ス

クリーニングするという手順をあきらめて、何らかの表現型で絞り込むことで現在の少ない変

異導入方法でも変異株が濃縮できる可能性を検討した。 

 選択圧として、完全合成培地中でリン酸濃度だけ減らして、３ヶ月ほど継代培養することで、

生存し続けた株を選択し、２種類のリン酸濃度（0.5 mM と 0.25 mM)に関して３系統、各６サン

プルで合計 36 株のゲノム解析を行った。面白いことに、0.5mM のリン酸制限では TAXI family 

TRAP transporter solute-binding subunit 遺伝子に、0.25mM のリン酸制限では、acetyl-CoA 

carboxylase biotin carboxylase subunit 遺伝子に、変異が濃縮されてきた。これらは、それ

ぞれ異なる３系統で同じ遺伝子の異なる位置に変異が生じているため、それぞれの濃度のリン

酸制限選択圧によって積極的に濃縮された結果と推定された。これらの共通した遺伝子にみら

れる変異以外にも、平均 3 個/ゲノム程度の変異が見つかり、変異原処理で導入される平均変

異数より大きな値であった。本研究では、表現型による選択圧実験をこれ以上は行っていないが、

ゲノム変異ライブラリーを効率よく構築する方法として各種ストレスをかけ、様々なベクトル

の変異を濃縮する方法は効果的かもしれない。 

（４）色素欠損株出現から判断するシステムサイズ 

 高度好塩性好アルカリ性古細菌 N. pharaonis は、細胞膜上にバクテリオルベリン(Brub)を

持つため特徴的な赤色をしている。この色素の多寡によってこの古細菌コロニーの色合いが微

妙に変化するが、Brub 合成系に異常が生じると完全な白色コロニーを生じる。UV 照射実験全体

（照射していないものを含む）を通して、およそ 5万コロニー程度をスクリーニングして、4つ

の白色変異株を単離した。これらは、全てバクテリオルベリン合成経路の直前にあるフィトエン

図４ ソフトアガー法によるスワームの様子 



合成系にある１つの遺伝子（crtB）に異なる変異があった。遺伝子サイズは 900bp 程度であり、

さらにその中で遺伝子機能を変える割合を 1/3 として、およそ 3Mbp のゲノムの 1/10000 を占め

る。ここで、ゲノムあたりの平均変異数を 0.5 と仮定すると、これが crtB に１つおちるために

必要な株は、20000 である。5 万コロニーでは、2.5 個の期待値になるので４つはほぼ期待され

た数字と言える。バクテリオルベリン合成系には crtB 以外の遺伝子も多数存在するが、crtB 遺

伝子にしか落ちなかったのは、他の遺伝子には重複経路が存在することや致死になる遺伝子が

含まれていることが原因と考えられた。”色”という表現型を予め選択することで効率的にゲノ

ム変異が決めることができたが、平均変異数 １個/ゲノム程度のランダムライブラリー（分散も

１程度のポアソン分布を示す）から白色の表現系を得るためには、最低 10000 のゲノム解析を行

う必要がある。これは、その多数が変異を持たない株であることを考慮すると、別の表現型のス

クリーニングには使えない非常に効率が悪いライブラリーであり、前項で述べた通り、最初から

何らかの表現型を選択することで変異ゲノムを濃縮しておくことが重要であることを示してい

る。 

 

（５）まとめ 

十分な変異数を持つランダム変異ライブラリーを構築するために様々な手法を試した。その過

程において、これまで変異を効率的に導入できると考えられていた UV処理や EMS 変異などの変

異原処理が、生存率が極めて低くなる処理条件においてもそれほど多数の変異が導入されるわ

けではないことを、大量ゲノム解析を行うことで確認した（UV変異導入の場合に最大で平均 0.

５/ゲノム程度）。現時点の変異導入率の状況のまま遺伝子の機能推定を行う場合には、なんらか

の表現型選択圧をかけることで、変異が導入された株を効果的に選別できることを示した。また、

大量ゲノム解析を行うことで、凍結保存株に存在する潜在的なゲノム多様性も明らかになった。

並列化処理（培養からシーケンスまで）のハイスループット化の工夫を凝らす段階も含めて、高

度好塩性好アルカリ性古細菌 N. pharaponis 約 1000 株、分裂酵母 S.pombe164 株、糸状性藍藻

128 株、のゲノム解析を行った。 
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